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Abstract
　　　　To　facilitate　the　screening　of　potential　therapeutic　agents　in　animal　models　for　treating　atopic　dermatitis
（AD），　we　established　an　IgE－mediated　infiammation　with　pruritus　ICR（lgE－mlP－ICR）mouse　model　which　can
produce　skin　inflammation　and　pruritus　simultaneously　in　the　same　animal．　ln　addition　to　Taguchi　et　al．’s
guinea　pig　model　with　quantified　pruritic　behavior，　we　investigated　the　antiinfiammatory　and　antipruritic　effects
of　grape　seed　extract　（GSE），　a　nutrition　supplement　containing　proanthocyanidin，　as　a　potential　agent　for　AD，
in　this　mouse　model．
　　　　In　Experiment　1，　100　pt　1　of　1％　topical　GSE　solution　in　normal　saline　showed　significant　antipruritic　effect
on　pruritus　in　the　guinea　pig　model　induced　by　histamine　or　kallikrein　as　pruritic　agent．　ln　Experiment　2，　we
developed　an　lgE－mlP－ICR　mouse　model　from　ICR　mice．　We　successfully　demonstrated　the　pattern　of　biphasic
inflammatory　skin　reaction　（increase　of　ear　thickness　induced　by　DNFB　antigen）　similar　to　that　in　the　BALB／
c　mouse　model　in　this　model．　This　IgE－mlP－ICR　mouse　model　was　then　used　to　demonstrate　the　usefulness
of　O．　I　Yo　tacrolimus　hydrate　ointment，　which　is　an　approved　immunosuppressant　indicated　for　AD，　when
investigating　the　prophylactic　effect　of　GSE　on　pruritic　behavior　evaluated　by　accumulated　scratching　time．　ln
Experiment　3，　50　pt　1　of　O．10ro　tacrolimus　hydrate　ointment　was　applied　topically　to　the　control　lgE－mlP－ICR　mice
on　the　induction　site　of　DNFB　immediately　after　induction．　These　control　mice　were　given　O．3％　carboxymeth－
ylcellulose　（CMC）　suspension　daily　for　one　week　prior　to　the　experiment　while　200　mg／kg　of　GSE　in　O．3％　CMC
was　given　to　GSE－pretreatment　group　mice　in　a　similar　way．　Both　the　GSE　pretreatment　and　topical　tacrolimus
demonstrated　a　significant　decrease　in　pruritic　behavior．　We　further　evaluated　both　changes　in　inflammatory
skin　reaction　and　pruritic　behavior　in　this　mouse　model　with　animals　treated　in　the　same　way　as　in　Experiment
3　over　48　hours　（Experiment　4）．　Both　agents　inhibited　skin　inflammation　and　pruritus　significantly　at　1　and
24　hours．
　　　　In　summary，　the　newly　established　lgE－mlP－ICR　could　reproduce　the　antiinfiammatory　and　antipruritic
effects　of　topical　tacrolimus．　Thus，　we　suggest　that　this　mouse　model　would　be　usefu1　in　observing　changes　in
skin　infiammation　and　pruritus　in　the　same　individual　animal．　Through　this　mouse　model　and　guinea　pig
model，　GSE　demonstrated　both　significant　antiinflammatory　and　antipruritic　effects．　GSE　could　be　an　effective
nutrition　supplement　on　skin　inflammation　and　pruritus　in　AD　patients．
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Introduction
　　It　is　well　known　that　atopic　dermatjtis　（AD）　presents
with　clinical　symptoms　of　skin　inflammation　and　prur－
itus，　while　the　latter　is　also　an　exacerbating　factor．　As
in　many　other　pre－clinical　studies，　in　order　to　improve
probable　reproducibility　of　the　results　when　the　agents
are　tested　in　clinical　studies，　animal　models　of　pruritus
which　can　generate　pruritic　conditions　similar　to　that　of
AD　in　humans　is　of　great　importance　in　screening
potential　therapeutic　agents．　Thus，　we　established　a
guinea　pig　model　with　quantitative　measurable　pruritic
behavior　related　to　both　general　pruritus　and　severe
pruritus，　which　are　defined　as　pruritis　that　can　oi’　cannot
be　suppressed　by　antihistamine　（anti－HS）　drugs’）．
Using　this　guinea　pig　model，　we　have　also　demonstrated
that　apple　polyphenols　（AP）　available　as　a　nutrition
supplement　inhibit　severe　pruritus．　Since　these　results
correlated　well　with　the　clinical　results　in　improvement
of　skin　symptoms　and　antipruritic　effects　seen　in　AD
patients2）3）　and　antipruritic　effects　in　patients　receiving
hemodialysis‘），　we　consider　that　this　guinea　pig　model
which　allows　quantification　of　pruritic　behavior　in　a
usefu1　model　that　enables　clinical　extrapolation　of　its
results．　Nonetheless，　in　order　to　mimic　the　patho－
physiology　of　AD　more　closely，　a　model　that　can
measure　antiinflammatory　and　antipruritic　effects　simul－
taneously　would　be　more　usefu1．
　　According　to　the　“Guidelines　for　Therapy　for　AD
2004”，　the　latest　revised　AD　treatment　guidelines
compiled　by　the　Japanese　Dermatological　Association5），
the　existence　of　factors　that　can　increase　lgE　production
are　used　for　AD　diagnosis　since　serum　lgE　levels　corre－
late　with　the　severity　of　the　disease6）．　Thus，　we　aimed
to　establish　a　mouse　model　which　can　be　used　to
evaluate　lgE－mediated　dermatologic　inflammation　and
pruritus　in　the　same　animal．
　　In　this　study，　first　using　Taguchi　et　al．’s　guinea　pig
modeli），　we　investigated　the　antipruritic　effect　of　grape
seed　extract　（GSE），　a　common　oral　nutrition　supplement
with　an　unique　proanthocyanidin　structure　containing
gallate　esters　that　has　been　reported　to　have　greater　free
radical　scavenging　ability　actions7）．　Then，　by　combin－
ing　the　characteristics　of　BALB／c　mice　with　biphasic
inflammatory　ear　skin　reaction　with　a　late　phase　reaction
（LPR）8）　with　those　of　ICR　mice　which　are　sensitive　for
evaluating　pruritic　behavior9），　we　established　an　animal
model：　lgE－mediated　inflammation　with　pruritus　ICR
（lgE－mlP－ICR）　mouse　model　which　produces　skin
inflammation　and　pruritus　simultaneously　in　the　same
animal．　Through　this　animal　model，　we　further　inves－
tigated　the　antiinflammatory　and　antipruritic　effects　of
GSE　with　prospective　direct　comparison　with　topical
tacrolimus　hydrate　ointment，　an　approved　immunosup一
pressant　indicated　for　AD．
Materials　and　methods
　　Prur tic　agents　and　materials
　　Pruritic　agents　used　in　Experiment　1　were　histamine
（HS）　HCI （Wako　Pur 　Chemical　lndustries，　Ltd．，　Osaka，
Japan）　and　tissue　type　low　molecular　weight　kallikrein
（KK）　 xtracted　from　porcine　pancreas　（Merck　Ltd．，
Tokyo，　Japan）．　The antibody　and　antigen　used　in　the
IgE－mediated　inflammatory　ear　skin　reaction　（Experi－
ments 2－4）　wer 　monoclonal　anti－DNP　lgE　mouse
antibody　（anti－DNP　lgE　Ab）　（Seikagaku　Corporation，
Tokyo，　Japan）　and　dinitrofluorobenzene　（DNFB）　（Na－
kar i Chem cal　Ltd．，　Kyoto，　Japan），　respectively．
DNFB　was　dis olved　in　a　mixture　of　acetone　（Nakarai
Chemical　Ltd．，　Kyoto，　Japan）　and　olive　oil　（Nakarai
Chemical　Ltd．，　Kyoto，　Japan）．　ln　measuring　ear　thick－
ness，　a　dial thickness　gauge　（Mitsutoyo　Corporation，
Kanagawa，　Japan）　was　used．
　Experimental　agents
　Experimental　agents　used　in　this　study　were　GSE
powder　（Gravinol＠　；　Kikkoman　Corporation，　Chiba，
Japan）　and　O．10／o　tacrolimus　hydrate　ointment
（Protopic＠　 intmen 　O．10r／o；Astellas　Pharma　lnc．，
Tokyo，　Japan）．
　　S呵ects
　　Experimen al　animals　used　in　Experiment　1　were
male　Hartley　guinea　pigs　（8　weeks　of　age）　（Hoshino
Laboratory　Animals，　Saitama，　Japan）．　Mice　used　for
investigating　inflammatory　ear　skin　reaction　in　Experi－
ment　2　were　female　BALB／c　and　ICR　mice　（4　weeks　of
ag ）　（C ea　Japan，　lnc．，　Tokyo，　Japan），　respectively　while
in　Experiments　3　＆　4，　only　the　ICR　mice　were　used．
All　animals　were　maintained　under　controlled　tempera－
ture　（23±20C）　and　humidity　（55±10％）　for　one　week
before　randomization　for　each　experiment．　Feeding
diets　for　guinea　pigs　and　mice　were　RC4　（Oriental　Yeast
Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）　and　CE2　（Clea　Japan，　lnc．，
Tokyo，　Japan），　 espectively．　Water　was　provided　ad
lib um．
　Experim ntal　des gn
　（1）　Evalu ion　of　antipruritic　effect　of　GSE　using
　　 　　　Taguchi　et　al．’s　guinea　pig　model　（Experiment　7）
　This　experiment　was　performed　according　to　the
method of　Taguchi　et　al．’）．　We　injected　50　pt　1　of　H　S
（O．3 mg／ml）　or KK　（25　U／head）　intradermally　into　the
right　mediolateral　abdominal　area　of　each　guinea　pig．
Then　100　pt　1　of　1％　GSE　solution　in　normal　saline　or　the
same　volume of　normal　saline　（used　as　control）　was
dministered　topically　on　the　injection　site．　Type　2
（“scratching”）　and　Type　3　（“turning　＆　biting”）　pruritic
behavior　was　monitored．　Pruritic　behavior　was　record－
ed　 mmedia ely　by　a　video　camera　from　above　for　120
minutes　and　the　accumulated　time　of　each　type　of
（2）
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pruritic　behavior　was　calculated．
pigs　in　each　group．
We　used　12　guinea
　　（2）　Establishing　the　lgE－mediated　inflammation
　　　　　　with　pruritus　ICR　（lgE－mlP－ICR）　mouse　model
　　　　　　using　ear　thickness　skin　inflammatory　reaction
　　　　　　（Experimenl　2）
　　Induction　of　inflammatory　skin　reaction　using　ear
thickness　as　an　indicator　in　lgE－mediated　mice　was
perfoiTmed　according　to　Katayama　et　al．8）．　We　injected
O．5　ml　of　anti－DNP　lgE　Ab　（PCA　titer　×2，560）
intravenously　in　BALB／c　mice　while　antibody　with　a
titer　of　1，　3，　or　10－fold　of　that　for　BALB／c　mice　（PCA
titer　×2，560，　7，680　or　25，600，　respectively）　of　the　same
volume　was　injected　intravenously　in　ICR　mice．　One
hour　after　the　injection　of　the　above　antibody，　we
applied　100　pt　1　of　O．15　％　DN　FB　（DNFB　in　4：1
acetone－olive　oil　mixture）　as　an　antigen　topically　to　the
right　ear　of　each　animal．　lncrease　of　right　ear　thickness
after　induction　by　DNFB　was　measured　at　1，　4，　24　and
48　hours，　using　6　mice　in　each　group．
　　（3）　Effects　of　oral　GSE　pretreatment　on　pruritic
　　　　　　behavior　using　lgE－mlP－ICR　mice　（Expen’ment
　　　　　　3）
　　We　injected　O．5　ml　of　anti－DNP　lgE　Ab　（PCA　titer　x
7，680）　intravenously　in　ICR　mice　and　applied　100　pt　1　of
O．15　O／o　DN　FB　antigen　topically　to　the　right　ear　of　each
animal　as　in　Experiment　2．　Ear　scratching　behavior
was　recorded　for　2　hours　immediately　after　DNFB
application　by　a　video　camera．　The　accumulated　scrat－
ching　time　was　calculated．
　　We　administered　200　mg／kg　of　GSE　in　O．30ro　carbox－
ymethylcellulose　（CMC）　suspension　and　the　same　vol－
ume　of　O．30／o　CMC　without　GSE　as　a　vehicle　control
daily　for　one　week　prior　to　the　experiment　in　the　oral
GSE－pretreatment　group　and　the　control　group，　respec－
tively．　ln　the　tacrolimus　group，　50　pt　1　of　O．10／o　ta－
crolimus　hydrate　ointment　was　administered　topically
immediately　on　the　same　site　after　induced　by　DNFB　in
mice　without　GSE　pretreatment．　We　used　12　mice　in
each　group．
　　（4）　Changes　of　inflammatory　skin　reaction　and
　　　　　　pruritic　behavior　in　lgE－mlP－ICR　mice　over　time
　　　　　　（Experimen　t　4）
　　IgE－mlP－ICR　mice　were　prepared　by　injecting　O．5　ml
of　anti－DNP　lgE　Ab　（PCA　titer　×7，680）　intravenously
in　ICR　mice　and　applying　100　pt　1　of　O．15％　DNFB
antigen　topically　to　the　right　ear　of　each　mouse　as　in
Experiment　3．　ln　the　experimental　groups，　we　adminis－
tered　oral　GSE　suspension　for　one　week　prior　to　the
experiment，　and　tacrolimus　hydrate　ointment　after
induction　of　inflammatory　skin　reaction，　as　in　Experi－
ment　3．　Skin　reaction　was　evaluated　by　measuring　the
increase　of　ear　thickness　at　1，　4，　24　and　48　hours　as　in
Experiment　2．　Pruritic　behavior　was　recorded　by　a
vid o　camera　starting　one　hour　before　the　inflammatory
skin　reaction　induction．　Total　accumulated　scratching
time before　induction　was　used　as　the　baseline　value　（O
hour）．　Total　scratching　time　was　calculated　by　sum－
ming　up　th 　scratching　time　observed　from　30　minutes
before　to　30　minutes　after　each　timepoint　when　the　ear
thickness　was　m sured．　We　used　12　mice　in　each
group．
　Statistical　analysis
　　Data　are　shown　as　the　mean　±　standard　deviation
（S．D．）．　Student’s　t－test　was　used　when　comparing　2
groups，　and　Dunnett’s　multiple　comparison　test　was
used when　co paring　3　groups．　A　multivariate　analy－
sis　of　var ’ance　（MANOVA）　was　applied　for　repeated
measurement　data．　A　P　value　of　less　than　5　％　in
two－ta led　test　was　considered　to　indicate　a　statistically
significant　difference．
Results
　　（1）　Evaluation　of　antipruritic　effect　of　GSE　using
　　　　　 Taguchi　et　al．’s　guinea　pig　model　（Experiment　1）
　　Effects　of　GSE　on　total　pruritic　behavior　induced　by
HS　or　KK　are　shown　in　Fig．　1．　Topical　GSE　demon－
strated　an　inhibitory　effect　on　pruritus　showing　ac－
cumulated　time of　total　pruritic　behavior　of　20．1±6．9　s／
120　min　when induced　by　HS　and　36．3±9．4　s／120　min
when　induced　by　KK，　significantly　shorter　than　each　of
their　corresponding　control　group（26．6±7．2　s／1201皿in；
45．8±9．2　s／120　min；　both　p〈O．05）．
　　（2）
Responses　of　lgE－mediated　inflammatory　sk
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Fig．　1
Establishing　the　lgE－mediated　inflammation
with pruritus　ICR　（lgE－mlP－ICR）　mouse　model
using　ear thickness　inflammatory　skin　reaction
（Experiment　2）
　　　　　　　　　　 　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　ln reac一
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Effects　of　topical　grape　seed　extract　（GSE）　on　total
pruritic　behavior　induced　by　histamine　（HS）　or　kalli－
krein（KK）in　guinea　pigs．　Each　column　represents　the
mean　with　standard　deviation．　＊p〈O．05　（Student’s
t－test）
（3）
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tion　over　48　hours　after　induction　by　DNFB　i’n　anti－
DNP　lgE　Ab　sensitized　BALB／c　and　ICR　mice　are
shown　in　Fig．　2　and　Table　1．　An　increase　of　ear　thick－
ness　at　1　and　24　hours　in　BALB／c　mice　showed　a
biphasic　pattern　of　75．4　±8．3　and　52．4±6．9　pt　m，　respec－
tively．　On　the　other　hand，　when　sensitizing　with　anti－
body　of　1，　3　or　10－fold　of　PCA　titer　in　the　ICR　mice，
each　group　showed　an　increase　of　ear　thickness　with　a
biphasic　pattern　as　in　the　BALB／c　mice．　These　reactive
patterns　of　changes　over　time　in　both　BALB／c　and　ICR
mice　were　analyzed　by　a　MANOVA．　There　was’no
difference　in　reactive　patterns　among　all　4　groups
because　there　was　no　significant　difference　in　interaction
of　groups　by　time　（p＝O．8906）．　On　the　other　hand，
since　in　terms　of　thickness　measurement，　the　degree　of
the　inflammatory　skin　reaction　at　1－fold　could　be　too
weak　in　ICR　mice，　and　both　the　antibody　sensitization
at　3　and　10－fold　showed　a　similar　increase　in　ear　thick－
ness　as　in　the　BALB／c　mice，　we　adopted　the　3－fold　PCA
titer　for　our　lgE－mlP－ICR　mouse　model．
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一〇一　BALB／c　mice　with　PCA　titer　x2，560
一十　ICR　mice　with　PCA　titer　x2，560
t　ICR　mice　with　PCA　titer　x7，680
一畳一ICR　mice　with　PCA　titer　x　25，600
　1　4　24　48　　　　　　　　Time　after　induction　（h）
Increase　of　ear　thickness　（pt　m）　after　induction　by　DN　FB
in　anti－DNP　lgE　antibody　sensitized　BALB／c　mice
（PCA　titer　×2，560）　and　ICR　mice　（PCA　titer
×2，560，　×7，680　and　×25，600）．　Each　value　represents
the　mean　with　standard　deviation．
（3）
The
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are　sho n　in　Fig．3
control　group　was　3832±202　s／120　min．
pre reatm nt （GSE gro　up）　decreased　the　total　length　of
s ratc ing time　to　294．1±27．1　and　post－induction　topi－
cal tacrolimus hydrate　to　246．8±28．1　s／120　min．　Both
were　significa tly　shorter　compared　with　the　control
group　ip〈O．01）．
　　（4）　Changes　of　i flammatory　skin　reaction　and
　　 　　　p uritic　behavior　in　lgE－mlP－ICR　mice　over　time
　　　　　　（Experim n　t　4）
　　The　 hanges　of　inflammatory　skin　reaction　and　ear
thickn s 　over　48　hours　in　lgEmlP－ICR　mice　estab－
lished　in　Experiment　2　are　shown　in　Fig．4．　The
increase　of　ear　thickness　observed　in　the　control　group　at
1，　4，　24　and　48　hours　after　induction　were　63．8±2．2，
22．3±2．1，　45．7±4．4　and　28．9±3．1　pt　m，　respectively，　with
a　biphasic　inflammatoiy　skin　reaction　pattern．　ln　con－
trast，　when　the　mice　were　pretreated　with　GSE，　at　1，　24
and　48　hours　the　inflammatory　skin　reactions　were
significantly　decreased，　with　increases　in　ear　thickness　of
54．7±3．9，　38．2±3．7，　21．8±2．5pt　m　（p〈O．Ol）．　When
tacrolimus　hydrate　ointment　was　applied　to　control
mice，　which　were　not　pretreated　with　GSE，　after　induc－
tion，　similar　and　smaller　increases　in　ear　thickness　as　in
the　GSE　pretreated　gro　up　were　recorded　and　they　were
significantly　smaller　（34．2±　5．7　pt　m，　16．4±　3．5　pt　m，　25．0±
7．O　pt　m，　19．4±4．4　pt　m；p〈O．Ol）　at　all　4　observation
timepoints　when　compared　with　control．
　　Changes　in　pruritic　behavior　in　terms　of　accumulated
scratching　time　at　the　preset　observation　timepoints　over
48　hours　are　shown　in　Fig．　5．　Pruritic　behavior　in　the
control　group　at　1，　4，　24　and　48　hours　was　184．7±23．2，
69．1±22．3，　73．8±31．2　and　26．0±19．3　s／60　min　respec－
tively，　having　a　pattern　slightly　different　from
inflammatory　skin　reaction．　The　degree　of　pruritic
behavior　at　4　hours　was　similar　to　that　at　24　hours．　ln
contrast，　the　GSE　group　showed　significantly　shorter
accumulated　scratching　time　at　1　and　24　hours　with
Effects of　oral　GSE　pretreatment　on　pruritic
behav or using　lgE－mlP－ICR　mice　（Experin7ent
3）
accumulated　time　of　pruritic　behavior　over　2
　 　 　1P ICR　mice　established　in　Experiment　2
　　　　　　　　 ．　The　total　scratching　time　in　the
　　　　 　 　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　Oral　GSE
Fig．　2
Table　1　Comparison　of　increase　of　ear　thickness　（ptm）　after　induction　by　DNFB　between　anti－DNP
　　　　　　　IgE　antibody　sensitized　BALB／c　mice　（PCA　titer　×2，560）　and　ICR　mice　（PCA　titer
　　　　　　　　×2，560，　×7，680　and　×25，600）．
1　hour 4　hour 24　hour 48　hour
Sensitized　mice　group
mean±S．D． mean±S．D． mean　±　S．　D． mean　±　S．　D．
BALB／c　mice　with　×2，560
1CR　mice　with　×2．560　　　　　　　　　　　　　’
ICR　mice　with　×7．680　　　　　　　　　　　　　，
ICR　mice　with　×25，600
7S．4　±　8．3
63．4　±　8．3
83．9±8．5
85．0　±　8．8
32．1±9．1
23．4±9．1
33．6±9．4
35．1±8．4
52．4　±　6．9
44．2　±　6．9
54．8±7．7
55．5　±　9．1
36．4±9．1
25．9±9．1
35．1±9．3
36．2±9．2
（4）
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Effects　of　oral　GSE　pretreatment　and　topical　tacrolimus
hydrate　on　increase　of　ear　thickness　（pt　m）　over　48　hours
after　induction　by　DNFB　in　anti－DN　P　lgE　antibody
sensitized　（PCA　titer　×7，680）　lgE－mlP－ICR　mice．
Each　value　represents　the　mean　with　standard　devia－
tion．　”p〈O．Ol（Dunnett’s　multiple　comparison　test）
157．0±312　and　43．0±26．6　s／60　min　（p〈O．05）　in　com－
parison　with　the　control　group．　The　tacrolimus　group
showed　significantly　shorter　accumulated　scratching　time
at　all　3　observation　timepoints　when　compared　with　the
control　group　（114．1±29．1　s／60　min　（p〈OOI），　28．2±
26．6s／60　min　（p〈O．Ol）　and　42．8±18．8　s／60　min　（p〈
O．05）　at　1，　4　and　24　hours　respectively）．
Discussion
　　In　this　study，　we　demonstrated　that　GSE　has　antiprur－
itic　effects　in　Taguchi　et　al．’s　guinea　pig　model　which
can　quantify　pruritic　behavior．　Furthermore，　we　estab－
lished　an　lgE－mlP－ICR　mouse　model　in　which　we　can
evaluate　both　skin　inflammation　and　pruritus　simultane－
ously．　Using　this　mouse　model，　we　demonstrated　the
antiinflammatoiy　and　antipruritic　effects　of　GSE　and
O．1％　tacrolimus　hydrate　ointment，　one　of　the　im－
munosuppressants　approved　for　AD　in　Japan　and　many
other　countries．
　　AD　is　a　chronic　inflammatory　skin　disease　that　is
considered　familial　with　allergic　features．　Symptoms
commonly　start　in　childhood．　This　chronic　skin
inflammation　produces　pruritus　with　scratching　behav－
ior．　Pruritus　is　defined　as　unpleasant　sensation　provok－
ing　the　desire　to　scratchiO）．　lt　is　seen　in　clinical　practice
that　such　behavior　exacerbates　and　also　generates　further
skin　inflammation．　lt　has　a　substantial　influence　on　the
prognosis　of　allergic　skin　reactionii）．　Overall，　such
scratching　behavior　can　cause　more　skin　inflammation，
infection，　and　stress　which　in　turn　also　stimulates　prur－
itus．　Preventing　pruritus　is　not　only　a　key　step　in　AD
therapy　but　can　also　improve　the　quality　of　life　（QOL）
of　th 　patients’2）． Symptoms　of　general　pruritus　such　as
uni ari 　are　easily　treated　by　anti－HS　drugs，　but　anti－HS
drugs　are　not　effective　for　symptoms　of　some　other　types
of　pruritus　such　as　AD，　hemodialysis－related　pruritus，
and　pruritus　senilis．　ln　these　latter　cases，　it　is　recom一
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mended　as　standard　therapy　to　use　topical　steroids　with
highly　potent　of　antiinflammatory　effects　or　immunosup－
pressant　such　as　topical　tacrolimus　hydrate　ointment．
Oral　anti－HS　drugs　are　also　being　used　with　these
medications　as　combination　therapy　for　pruritus5）．
　　The　key　role　of　pruritus　in　the　vicious　circle　of　AD　is
well　known　and　efforts　have　been　made　to　discover
natural，　non－toxic　compounds　for　treatment．　We
already　reported　that　apple　polyphenols　（AP），　which　are
nutrition　supplements，　are　effective　on　pruritus　in　ADi）．
Their　main　components　are　B2　（dimers　of（一）　epicate－
chins）　and　C　l　（trimers　of（一）　epicatechins）i3）i‘）　accord－
ing　to　the　nomenclature　of　Hemingway　et　al．i5）．　ln　this
study　we　investigated　the　antiinflammatory　and　antiprur－
itic　effects　of　GSE　containing　different　types　of　proanth－
ocyanidin　unlike　AP．　More　specifically，　GSE　is　a
natural　product　containing　proanthocyanidins　made　up
of　dimers　or　trimers　as　components　containing　mixed
（十）　catechin　with　（一）　epicatechin7），　in　similar
amountsi3）．　lt　also　has　different　a　chemical　structure
from　AP　in　terrns　of　esterification　of　（一）　epicatechin
and　B2　by　gallic　acid7）．
　　In　Experiment　1，　we　investigated　the　antipruritic　effect
of　GSE　administered　topically　using　Taguchi　et　al．’s
guinea　pig　model　to　quantify　pruritic　behavior．　This
model　is　unique　and　has　two　advantages：　guinea　pigs
were　adopted　as　the　experimental　animal　and　their　skin
reactivity　is　considered　to　be　closely　similar　to　that　of
humans　among　experimental　small　animals．　Secondly，
it　has　been　diMcult　to　quantify　pruritic　behaviors　but　we
overcame　this　problem　by　calculating　the　accumulated
time　based　on　a　recording　by　a　video　camera．　ln　this
guinea　pig　model，　GSE　demonstrated　significant　inhibi－
tion　of　pruritic　behavior　induced　by　HS　or　KK　in
comparison　with　the　control　group．　Knowing　that　an
animal　model　for　AD　requires　more　than　the　only
evaluation　of　pruritus，　we　planned　to　develop　a　model
evaluating　skin　inflammation　and　pruritus　simultaneous－
ly　in　the　same　animal．　Although　some　AD　models
such　as　NC／Nga　mice’6），　IL－4i7）　and　IL－18　transgenic
micei8）　have　been　developed　recently　as　expressing　one
with　similar　pathogenic　condition　of　AD　patients，　it　is
generally　considered　that　a　variation　of　individual
reactivity　remains　questionable　because　these　models　are
developed　spontaneously．　Thus，　developing　an　animal
model　with　mimic　clinical　symptoms　and　smaller　vari－
ance　was　considered　desirable．
　　In　Experiment　2，　we　established　the　lgE－mlP－ICR
mouse　model　that　can　demonstrate　dermatologic
inflammatory　reaction　and　pruritus　seen　in　AD　patients，
by　combining　the　characteristics　of　the　BALB／c　mouse
mode18）　in　which　inflammatory　skin　reaction　occurs　at
the　ear　site　after　being　sensitized　passively　by　anti－DNP
IgE　Ab　and　induced　by　DNFB，　with　that　of　ICR　mice
which　use　suitable　for　evaluating　pruritus9）．　We　sensit－
ized　ICR　mice　with　1，　3　and　10－fold　of　antibody　titer
ed　in　th BALB／c　model　and　evaluated　the　effects　on
increase　of　ear　thickness．　An　antibody　titer　of　3－fold
（PCA　titer　×7，680）　to　sensitjze　ICR　mice　produced　a
dermatologic　antiinfiammatory　reaction　with　a　biphasic
pattern　as　in　BALB／c　mice　after　induction　by　DNFB．
　　We　fur h r　tested　this　animal　pruritus　model　by
measuring　ac umulated　scratching　time　（Experiment　3）．
A　similar　measurement　unit　（s／120　min）　as　in　Taguchi
et al．’s guinea　pig　model　is　used．　Pruritic　behavior　in
the　control　group　was　significantly　longer　with　a　value
of 383．2±20．2　s／120　min．　This　model　showed　that　it
could　be used　to　evaluate　inflammatory　reaction　and　still
preserve　the　pruritus　characteristics．　The　results　of　the
IgE－m P－ICR　mou e　model　study　suggested　that　prophy－
lactic　oral　GSE　would　be　effective　for　pruritus　in　AD
since　it　showed　a　significant　shorter　scratching　time　of
294．1±27．ls／120　min　（p〈O．Ol）　versus　the　control
group．　As a　 efer nce，　topical　tacrolimus　ointment
treatm nt　showed　an　accumulated　scratching　time　of
246．8±28．1s／120　min　（p〈O．Ol），　significantly　shorter
th 　the　control　group，　as　expected．
　　We　further　examined　the　antiinflammatory　and　anti－
pruritic　effects　of　GSE　in　a　relatively　longer　time　period．
In　Experime t　4，　we　investigated　such　effects　over　48
hours　in 　IgE－mlP－ICR　mouse　model．　We　measured
accumulated　scra ching　time　for　one　hour　at　each　obser－
v t on　timepoint　since　the　scratching　time　results　in
Experiment　3　wer 　rather　long．　The　pattern　of
inflammatory　skin　r action　over　time　was　a　clear　bi－
phasic　one，　as　in　the　BALB／c　mouse　model．　However，
the　pattern　of　pruritic　behavior　was　somewhat　different
from　that　of　skin　inflammation　and　had　a　similar
ruritic　reaction　at　both　4　hour　and　24　hours．　GSE
demonstrated　significant　inflammatory　skin　reaction
inhibition　at　1，　24　and　48　hours　while　topical　tacrolimus
showed mil r　significant　skin　inhibition　of
inflammation　at　all　observation　timepoints　in　compari－
son　with　th 　control　group．　GSE　significantly　inhib－
ited　pruritic　behavior　at　1　and　24　hours，　and　tacrolimus
significantly　inhibited　pruritus　at　1，　4　and　24　hours　in
comparison　with　the　control　group．　These　results　eval－
uate　GSE　could　be　effective　for　both　skin　inflammation
and　pruritus　since　it　significantly　inhibited　both　of　them
at　1　and　24　hours，　even　though　its　effect　could　be　not　as
strong　as　that　oftacrolimus．　The　second　peak　shown　in
the　lgE－mlP－ICR　mouse　model　may　correspond　to　the
late　phase　reacti n　（LPR）　of　Otoyama’9）　who　reported
that　the　immediate　type　of　reaction　at　1　hour　and　the
LPR　at 24　hours　ar 　obviously　based　on　the　specific
reaction　caused　by　anti－DNP　lgE　Ab　in　the　biphasic
ttern　in　BALB／c　showing　ear　thickness　reaction　sensit－
ized　by　this antibody，　and　no　differences　in　types　of
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reaction　were　obseiTved　among　different　mouse　strains．
Therefore，　it　is　strongly　suggested　that　GSE　could
potentially　be　an　effective　nutrition　supplement　for
severe　type　of　skin　inflammation　and　pruritus　in　AD
patients．　Lastly，　the　guinea　pig　model　for　pruritic
behavior　evaluation　and　our　lgE－mlP－ICR　mouse　model
established　newly　can　definitely　play　an　important　role
in　screening　potential　therapeutic　agents　to　treat　skin
inflammation　and　pruritus　related　to　AD．
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ICRマウスの抗一DNPモノクロナールIgE抗体感作動物モデルにおける
　　　　　　　ブドウ種子抽出物の皮膚炎および療痒に対する効果
加　納　哲　行
山　中　　　力
田　口　　　茂
寺　田　俊　明
東京医科大学薬理学講座
石　濱　恵　規
松　宮　輝　彦
【要旨】我々はアトピー性皮膚炎（AD）の動物モデルにおいて、治療候補物質の簡便なスクリーニングをめざし、皮膚炎
と廣痒を同時に惹起できるIgE介在性の炎症ICR（IgE－mIP－ICR）マウスモデルを作成した。また、癌痒行動の定：量化が
可能な田口らによるモルモットモデルの他、今回新たに作成したマウスモデルにおいて、ADに効果が予測されうるプロ
アントシアニジン含有健康食品素材であるブドウ種子抽出物（GSE）の抗炎症及び鎮痒効果を検討した。
　実験1では、ヒスタミンまたはカリクレインによる発痒モルモットモデルにおいて、1％GSE生理食塩液（100　Pt　1）塗布
は有意な鎮痒効果を示した。実験2では、ICRマウスを用いてBALB／cマウスと同様な二峰性のパターンを示す皮膚炎症
反応（DNFB抗原惹起による耳介肥厚）を誘発することができるIgE－mlP－ICRマウスを新たに作成した。実験3では、同
モデルを用い、ADに適用されている免疫抑制剤0．1％タクロリムス水和物軟膏の癌痒行動（累積引っ掻き時間）に対する
有用性を検証した。すなわち、出盛物質のタクロリムスはDNFB塗布による惹起直後に同耳介部位に50μ1塗布した。ま
た、GSEは200　mg／kg（0．3％CMC懸濁液）を実験開始前1週間経口投与し、対照には0．3％CMC懸濁液を投与した。そ
の結果、両披歴物質は同モデルで有意な痒痒行動の減少を示した。次に実験3で検討した同様の方法で、同モデルにおい
て皮膚炎症反応と廣痒行動の48時間の経時的変化を検討したところ、両披験：物質は1，24時間後の皮膚炎と廣痒を有意に
抑制した（実験：4）。
　以上、今回新たに作成したIgE－mlP－ICRマウスは、タクロリムス塗布の皮膚炎症反応及び掻痒への効果を再現している
ことから、同マウスは皮膚炎と廣痒反応を同時に観察できる有用なモデルと考えた。また、GSEはマウス及びモルモット
モデルにおいて有意な抗炎症及び鎮痒効果を示したことから、AD患者の皮膚炎と癌痒に有効な健康食品素材であること
が示唆された。
〈キーワード〉ブドウ種子抽出物、タクロリムス、動物モデル、皮膚炎、廣痒
（8）
